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(54) Sequences nucleotidiques issues du genome des retrovirus du type hiv-1 , hiv-2 et siv, et 
leurs applications notamment pour l amplif ication des genomes de ces retrovirus et pour le 
diagnostic in vitro des infections dues a ces virus 

(57) L'invention concerne un oligonucleotide utilisa- 
ble en tant qu'amorce pour I'amplification de sequences 
d'acide nucleique, caracterise en ce que sa sequence 
est choisie parmi les sequences conservees et specifi- 
ques des genes gag, vpx pel ou vpjj des virus HIV-1 
Bru, HIV-1 Mai, et HIV-1 Eli HIV-2 ROD et SIV MAC, ou 
dans les genes nef2, yjf2 et vpx des virus HIV-2 ROD et 
SIV MAC, ou parmi les sequences complementaires de 
ces dernieres. 
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Description 

La presente invention est relative a des sequences oligonucleotidiques utilisables pour la mise en oeuvre de tech- 
niques d'amplification de sequences nucleiques specifiques de retrovirus d'immunodef icience humaine du type HIV ou 
de retrovirus d'immunodeficience du singe du type SIV 

L'invention concerne en particulier ('application de ces sequences a des methodes de diagnostic in vitro chez 
I'homme de l infection d'un individu par un retrovirus du type HIV (actuellement HIV-1 et/ou HIV-2). 

L'isolement et la caracterisation de retrovirus regroupes sous les designations HIV-1 et HIV-2 ont ete decrits dans 
les demandes de brevet europeen n° 85/905.513.9 et n° 87/400.151.4 respectivement. Ces retrovirus ont ete isoles 
chez plusieurs malades presentant des symptomes d'une lymphadenopathie ou d'un Syndrome d'immunodeficience 
Acquise (SIDA). 

Les retrovirus du type HIV-2 comme les retrovirus du type HIV-1 , se caracterisent par un tropisme pour les lympho- 
cytes T4 humains et par un effet cytopathogene a regard de ces lymphocytes lorsqu'ils s'y multiplient, pour alors causer 
entre autres des polyadenopathies generalises et persistantes, ou un SIDA. 

Un autre retrovirus, denomme SIV-1. cette denomination remplagant la denomination anterieurement connue 
STLV-III, a ete isole chez le singe macaque rhesus (M.D. DANIEL et al. Science, 228, 1201 (1985) ; N.L LETWIN et al 
Science, 230, 71 (1985) sous I'appellation "STLV-lllmac"). 

Un autre retrovirus, designe "STLV~III AGM ", (ou SIV AGM ) a ete isole chez des singes verts sauvages. Mais contrai- 
rement aux virus presents chez le singe macaque rhesus, la presence de STLV-lil AGM ne semble pas induire une mala- 
die du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 

Pour la commodite du langage, ces virus ne seront plus designes dans ce qui suit que par I'expression SIV 
(I'expression SIV est I'abreviation anglaise de "Simian Immunodeficency Virus" (Virus d'immunodeficience du singe) 
eventuellement suivie d'une abreviation designant I'espece de singe dont ils sont issus par exemple "MAC" pour le 
macaque" ou "AGM" pour le singe vert d'Afrique (abreviation de "African Green Monkey"). 

Une souche du retrovirus SIV-1Mac a ete deposee a la C.N.C.M le 7 fevrier 1986 sous le n° 1-521. 

La poursuite de I'etude des retrovirus HIV-1 et HIV-2 a egalement conduit a I'obtention de sequences d'ADN com- 
plementaires (ADNc) des ARN de leur genome. La sequence nucleotidique complete d'un ADNc d'un retrovirus repre- 
sents de la classe HIV-2 (HIV-2 ROD) a ete deposee le 21/02/1986 a la C.N.C.M. sous le n° I-522 sous le nom de 
reference LAV-2 ROD. 

De meme, la sequence nucleotidique complete d'un ADNc d'un retrovirus representatif de la classe HIV-1 est 
decrite par WAIN HOBSON, SONIGO, COLE, DANOS et ALIZON dans CEII (janvier 1985). 

Egalement pour la commodite du langage, les virus du type HIV-1 et HIV-2 seront parfois designes dans ce qui suit 
par I'expression HIV. 

Les methodes de diagnostic in vitro des infections par des virus du type HIV-1 ou HIV-2 existant actuellement font 
appel a la detection d'anticorps ANTI-HIV-1 ou anti-HIV-2 eventuellement presents dans un prelevement biologique 
(biopsie) ou dans un fluide biologique, par exemple dans un serum obtenu, a partir du patient a I'etude, par mise en 
contact de ce fluide biologique avec des extraits ou antigenes d'HIV-1 ou d'HIV-2, dans des conditions permettant la 
production d'une reaction immunologique eventuelle de ces extraits ou antigenes avec ces anticorps. 

De telles methodes de diagnostic risquent d'etre faussement negatives, en particulier dans le cas d'une infection 
recente d'un individu par les virus du type HIV. 

Les techniques d'amplification genique sont d'un appoint considerable pour la mise au point de methodes de dia- 
gnostic irLvitro particulierement sensibles de maladies virales. Parmi ces techniques d'amplification genique, on peut 
citer la technique PCR (Polymerase Chain Reaction) telle que decrite dans les demandes de brevet europeen n° 
86/302.298.4 du 27/03/1986 et n° 87/300.203.4 du 09/01/1987, ou encore la technique dite "Qpreplicase" decrite dans 
Biotechnology, vol.6, page 1 197 (octobre 1 988) et cede procedant a I'aide d'une ARN polymerase (T7RNA polymerase) 
decrite dans la demande de brevet international n° WO89/01050. Ces techniques permettent d'ameliorer la sensibilite 
de detection des acides nucleiques des virus, et necessitent ('utilisation d'amorces de synthese specifiques. 

Pour la recherche des virus du type HIV, le choix des amorces est problematique. En effet, du fait de la grande 
variability des sequences de nucleotides du genome viral, une amorce conforme a la sequence connue d'un isolat 
donne d'un virus du type HIV peut faillir a ('amplification de certains variants viraux du type HIV. D'autre part, meme si 
une amorce est choisie dans une region conservee du genome d'un virus HIV a un autre, son "bon fonctionnement" 
n'est pas pour autant assure et peut donner lieu a de mauvais rendements d'amplification. 

La presente invention fournit precisement des amorces oligonucleotidiques permettant, entre autres, I'amplifica- 
tion, notamment a des fins diagnostiques, du genome de tous virus du type HIV et SIV, avec des rendements conside- 
rs comme maximum dans I'etat actuel de la technique et surtout evitant la presence de nombreuses bandes 
aspecifiques. 

Les amorces de la presente invention sont a la fois specifiques des virus du groupe HIV-1 et/ou des virus des grou- 
pes HIV-2 et SIV, et sont insensibles aux variations du genome de ces virus. 

La presente invention a pour objet des amorces oligonucleotidiques, d'environ 1 5 a 30 nucleotides, utilisables pour 
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I'amplification genomique des virus du type HIV-1 et/ou du type HIV-2 et SIV. 

Linvention concerne toute sequence nucleotidique caracterisee en ce que sa sequence : 

soit est choisie parmi celles qui sont contenues dans Tune des sequences nucleotidiques comprises dans les 
5 genes gag, vpr et pol des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV MAC, ou dans les genes nef2, 

vif2 et vpx des virus HIV-2 ROD, et SIV MAC, ou dans les genes env, nefl , vif 1 et vpr des virus HIV-1 Bru, HIV-1 
Mai, et HIV-1 Eli, et plus particulierement parmi celles qui sont contenues dans les enchaTnements nucleotidiques 
definis ci-apres, 

- soit (notamment pour les sequences les plus longues) contient Tune des sequences nucleotidiques susdites issues 
w de HIV-1 Bru, pu HIV-1 Mai, ou HIV-1 Eli ou HIV-2 ROD ou SIVMac , ou contient une sequence nucleotidique com- 
plementaire de.l'une de ces dernieres sequences, etant entendu que les nucleotides supplemental eventuels 
qui "debordent" la sequence nucleotidique du genre en question, du cote des extremites 3' ou 5', coincident de pre- 
ference avec ceux qui se trouvent places en dega des extremites 5' ou 3' correspondant au sein meme de la 
sequence complete des virus du type HIV-1 , HIV-2 ou de SIV MAC, sus-mentionnes, 
15 - soit, si cette sequence nucleotidique n'est pas identique a I'une des sequences nucleotidiques susdites, ou n'est 
pas complementaire de I'une de ces sequences, est neanmoins susceptible de s'hybrider avec une sequence 
nucleotidique issue des virus HIV-1 Bru,HIV-1 Mai, HIV-1 Eli, et/ou avec une sequence nucleotidique issue du virus 
HIV-2 ROD ou SIV MAC sus-mentionnee. L'hybridation peut s'effectuer a une temperature de 60°C ± 1°C (de pre- 
ference 60°C ± 0,5°C), preconisee pour un optimum de rendement. 

20 

La numeration des nucleotides mentionnes ci-dessous correspond a celle utilisee dans le manuel de reference 
"Human Retrovirus and AIDS-1989" edite par le "Los Alamos National Laboratory- New Mexico - USA". 

(Les sequences des virus HIV-1 Mai, HIV-1 Eli ont ete decrites par MONTAGNIER, SONIGO, WAIN-HOBSON et 
ALIZON dans la demande de brevet europeen n° 86.401380 du 23/06/86). 
25 Les sequences de ('invention sont synthetisees sur synthetiseur commercialise par Applied Biosystems (methode 
phosphoro-amidites, ou sur tout autre appareil utilisant une methode semblable. 

L'invention concerne plus particulierement les sequences oligonucleotidiques caracterisees par les enchaTne- 
ments nucleotidiques suivants (represents dans le sens 5' -> 3'; les initiales "S" et "AS" indiquent si I'oligonucleotide 
est sens ou antisens, c'est-a-dire si I'oligonucleotide est oriente respectivement dans le sens S'O^ 3' ou dans le sens 
30 3\0-^5): 



35 



1 °) sequences communes aux genomes des virus HIV-1 , HIV-2 et SIV (les series de chiffres espacees d'un trait 
indiquent la position des nucleotides sur les genomes correspondant respectivement aux virus HIV-1 Bru, HIV-1 ^ 
Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV) : 

sequences specif iques du gene gag du genome des virus sus-mentionnes (gene codant pour un groupe d'anti- 
genes specif iques du nucleoide de ces virus). ".. 

Certaines variantes peuvent etre apportees sur certaines positions des sequences nucleotidiques indi- , . 

quees ci-dessous, sans que les proprietes d'hybridation de ces sequences nucleotidiques avec les genes des ^ , 

40 virus du type HIV et/ou SIV soient affectees. Les sequences nucleotidiques comportant ces variantes sont 

representees en-dessous des sequences nucleotidiques initiales dont elles derivent par remplacement d'une 
ou plusieurs bases. Les bases modifiees par rapport a celles des sequences nucleotidiques initiales sont indi- 
quees en toute lettre a la verticale des positions correspondant aux bases qui ont ete remplacees dans ces 
sequences initiales ; tandis que les bases des sequences initiales qui n'ont pas ete remplacees dans les 
45 sequences comportant ces variantes sont indiquees a Taide de pointilles. 

La synthese des amorces se fait en utilisant toutes les variantes simultanement. C'est le melange de tou- 
tes les variantes pour une sequence donnee qui est utilise dans les tests. 
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20 



MMyl : TGG CGC CCG AAC AGG GAC 

T. ... 

5 S, 636-653, 635-652, 636-653, 859-876, 834-851 

MMy2 : GGC CAG GGG GAA AGA AAA A 

... .C. .C 

'o A 

S, 854-872, 864-888 ,848-872, 1160-1184, 1124-1148 
MMy3 : TGC CCA TAC AAA ATG TTT TA 
• C • • T • T * * • • • • • • 

AS , 900-881 , 916-897 , 900-881, 12 12 -119 3, 1176-1157 
MMy4 : TGC ATG GCT GCT TGA TG 
A C . ,G 

AS,1385-1369,1419-1403,1385-1369, 1703-1687, 1667-1651 
MMy4B : CTT TGC ATG GCT GCT TGA TG 

. .C A C . .G 

AS, 1388-1369, 1421-1403, 1388-1369, 1706-1687, 
1670-1651, 
MMy4Bbis : CAT CAA GCA GCC ATG CAA AG 

30 ..C..G T G.. 

S, 1369-1388, 1403-1421, 1369-1388, 
1687-1706, 1651-1670, 
MMy28 : AGG GCT GTT GGA AAT GTG G 
G ... . 

S, 2021-2039, 2055-2073, 2024-2042, 2329-2349, 
2299-2318, 
MMy28bis : CCA CAT TTC CAG CAT CCC T 

Q ... . 

C . . . . 

AS, 2039-2021, 2073-2055, 2042-2024, 2349-2329, 
2318-2299 



25 
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sequences specifiques du gene vpr 

MMyl 8 : GAT AGA TGG AAC AAG CCC CAG 

S, 5590-5610, 5585-5605, 5554-5574, 6233-6296, 
6147-6170, 
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MMyl9 : TCC ATT TCT TGC TCT CCT CTG T 

AS, 5870-5849, 5865-5844, 5834- 
6551-6531, 6454-6431, 



sequences specifiques du gene pol 
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MMy29 : TAA AGC CAG GAA TGG ATG GCC CAA 

.A. ... 

5 S, 2620-2643, 2615-2638, 2584-2607, 2971-2994, 

2887-3010 

MMy29bis : TTG GGC CAT CCA TTC CTG GCT TTA 

io . . . .T. 

AS, 2643-2620, 2638-2615, 2607-2584, 2994-2971, 
3010-2887, 

15 MMy30 : TGG ACT GTC AAT GAC ATA CAG AA 

T 

S, 3339-3361, 3334-3356, 3303-3325, 3690-3712, 
3606-3628, 

20 , 

MMy30bis : TTC TGT ATG TCA TTG ACA GTC CA 

• • • T 

AS, 3361-3339, 3356-3334, 3325-3303, 3712-3690, 
25 3628-3606, 

MMy31 : CAT GGG TAC CAG CAC ACA AAG G 

S, 4186-4207, 4181-4202, 4150-4171, 4534-4555, 
30 4450-4471, 

MMy31bis : CCT TTG TGT GCT GGT ACC CAT G 

AS, 4207-4186, 4202-4181, 4171-4150, 4555-4534, 
35 4471-4450, 

MMy32 : TGG AAA GGT GAA GGG GCA GT 
A 

S, 4992-5011, 4987-5006, 4956-4975, 5340-5359, 

40 

5256-5275, 
MMy32bis : ACT GCC CCT TCA CCT TTC CA 
.T 



AS, 5011-4992, 5006-4987, 4975-4956, 5359-5340, 
5275-5256 



2°) sequences communes aux genomes des virus HIV-2 et SIV (les series de chiffres espacees d'un trait indiquent 
la position des nucleotides sur les genomes correspondant respectivement aux virus HIV-2 ROD, et SIV-MAC). 



55 

sequences specifiques du gene nef2 (codant pour un facteur negatif de 27 kD) 
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MMyl2 : AGA GAC TCT TGC GGG CGC GTG 

S, 9165-9185, 9139-9159, 
MMyl3 : ATA TAC TTA GAA AAG GAA GAA GG 

S, 9542-9564, 9516-9538, 
MMyl3bis : CCT TCT TCC TTT TCT AAG TAT AT 

AS, 9564-9542, 9538-9516, 
MMyl4 : AGC TGA GAC AGC AGG GAC TTT CCA 

AS, 9956-9933, 9893-9870, 



sequences specifiques du gene vif2 (codant pour un facteur d'infectiosite de 23 kD) 

MMy20 : TAT GGA GGA GGA AAA GAG ATG GAT AGT 

S, 5424-5450, 5340-5366, 
MMy21 : TAG CAC TTA TTT CCC TTG CTT T 

S, 5754-5775, 5670-5691, 
MMy21bis : AAA GCA AGG GAA ATA AGT GCT A 

AS, 5775-5754, 5691-5670, 
MMy22 : CCC TTG TTC ATC ATG CCA GTA T 
AS, 6082-6061, 5995-5974, 



sequences specifiques du gene vpx (codant pour une proteine de 12 kD) 



40 MMy23 : ATG TCA GAT CCC AGG GAG A 

S, 5900-5918, 5813-5831, 
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50 



MMy24 : CCT GGA GGG GGA GGA GGA GGA 
AS, 6228-6208, 6141-6121, 



3 •) Sequences communes aux genomes des virus HIV-1 Bru. HIV-1 Mai, et HIV-1 Eli (les series de chiffres espa- 
cees d'un trait indiquent la position des nucleotides sur les genomes correspondant respectivement aux virus HIV- 
1 Bru, HIV-1 MAI et HIV-1 Eli) : 



55 



sequences specifiques du gene env (codant pour les proteines d'enveloppe) 
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MMy5 : CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT GCC CC 

S, 6905-6930, 6903-6928, 6860-6885 
MMy5bis : GGG GCA CAA TAA TGT ATG GGA ATT GG 

AS, 6930-6905, 6928-6903, 6885-6860, 
MMy6 : AAT GGC AGT CTA GCA GAA GAA GA 

S, 7055-7077, 7053-7075, 7010-7032 
MMy7 : ATC CTC AGG AGG GGA CCC AGA AAT T 

S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 
MMy7bis : AAT TTC TGG GTC CCC TCC TGA GGA T 
AS, 7384-7360,7373-7349,7330-7306 
MMy8 : GTG CTT CCT GCT GCT CCC AAG AAC CC 

AS, 7857-7832,7846-7821,7800-7775 
MMy8bis : GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC AC 

S, 7832-7857, 7821-7846, 7775-7800, 
MMy9 : ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA AGT AG 



S, 8844-8869, 8836-8861, 8787-8812, 
MMy9bis : CTA CTT TTT GAC CAC TTG CCA CCC AT 

AS, 8869-8844, 8861-8836, 8812-8787, 
MMy78 : TAT TAA CAA GAG ATG GTG G 

S, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 
MMy89 : CCA GCA AGA AAA GAA TGA A 

S, 8224-8242, 8213-8231, 8167-8185, 
MMy89bls : TTC ATT CTT TTC TTG CTG G 

AS, 8242-8224, 8231-8213, 8185-8167, 



sequences specifiques du gene nef 1 

45 

MMylO : AAA AGA AAA GGG GGG ACT GGA 

S, 9116-9136, 9117-9137, 9062-9082, 
50 MMylObis : TCC AGT CCC CCC TTT TCT TTT 

AS, 9136-9116, 9137-9117, 9082-9062, 
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MMyll : AAA GTC CCC AGC GGA AAG TCC C 

AS, 9503-9483 , 9505-9484, 9449-9428, 



sequences specifiques du gene vif 1 

MMyl5 : GAT TAT GGA AAA CAG ATG GCA GGT GAT 
S, 5073-5099, 5068-5094, 5037-5063, 

MMyl6 : GCA GAC CAA CTA ATT CAT CTG TA 

S, 5383-5405, 5378-5400, 5347-5369, 

MMyl6bis : TAC AGA TGA ATT AGT TGG TCT GC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 

MMyl7 : CTT AAG CTC CTC TAA AAG CTC TA 

AS, 5675-5653, 5670-5648, 5639-5617, 



sequences specifiques du gene vpu 



MMy25 : GTA AGT AGT ACA TGT AAT GCA ACC T 
S, 6081-6105, 6076-6100, 6045-6069, 

MMy26 : AGC AGA AGA CAG TGG CCA TGA GAG 

S, 6240-6263, 6238-6261, 6207-6230, 

MMy27 : ACT ACA GAT CAT CAA TAT CCC AA 

AS, 6343-6321, 6338-6316, 6307-6285, 



L'invention a egalement pour objet les sequences (ou amorces) possedant une structure nucleotidique comple- 
mentaire de celles des amorces definies ci-dessus. 

Elle concerne egalement les sequences nucleotidiques presentant certaines mutations par rapport a celles defi- 
nies ci-dessus sans que les proprietes d'hybridation, telles que definies ci-dessus, de ces sequences soient modifiees. 
Le pourcentage de nucleotides differents de ceux constituant les sequences decrites ci-dessus, sans pour autant affec- 
ter les proprietes d'hybridation des sequences de l'invention, peut atteindre 40 %. 

D une maniere generale, dans le cas d'une amorce (primer) sens (S). un plus grand nombre de mutations seront 
tolerees du cote 5' que du cote 3' de I'amorce, le cote 3' devant s'hybrider parfaitement avec un brin determine d'une 
sequence nucleique pour permettre I'amplification de cette sequence. Dans le cas d'une amorce anti-sens(AS), la tole- 
rance est permise du cote 3'. 

L'invention a egalement pour objet les amorces telles que definies ci-dessus et comportant une conservation d au 
moins 5 bases de chaque cote, la partie mediane comportant des modifications, sans que les proprietes d'hybridation 

ci-dessus soient modifiees. . 

Une des caracteristiques des amorces oligonucleotidiques de l'invention est de donner une bande d'amplrfication 
nette, depourvue generalement de bandes aspecif iques lorsque les indications techniques d'utilisation decrites dans la 
presente invention sont mises en oeuvre. Ce lait est du a la longueur des amorces pouvant atteindre 27 bases ce qui 
accroit la specif icite d'hybridation, ainsi qu'aux conditions d'utilisation drastiques qui permettent d'eliminer les associa- 
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tions parasites. La specif icite pour chaque type de virus est fonction, outre du pourcentage d'homologie avec la matrice 
de reference, de la longueur des amorces, qui peuvent atteindre, pour un rendement acceptable, jusgu'a 40 bases. 

(-'invention s'etend egalement aux amorces telles que decrites ci-dessus liees au niveau de leur extremite 5' a un 
promoteur pour la mise en oeuvre d'une methode d'amplification genomique par synthese de multiple copies d'ADN ou 
d'ARN telle que decrite dans la demande de brevet europeenne n° 88/307.102.9 du 01/08/1988. 

invention a notamment pour objet I'utilisation des amorces decrites ci-dessus pour la mise en oeuvre d'un pro- 
cede d'amplification genique de sequences nucleiques de virus du type HIV-1 et/ou HIV-2, et/ou SIV, ce procede etant 
applicable au diagnostic in vitro de Infection potentielle d'un individu par un virus du type HIV-1 et/ou HIV-2 ou d'un ani- 
mal par au moins Tun des trois virus (HIV-1, HIV-2, SIV). 

Cette methode de diagnostic in vitro de I'invention est realisee a partir d'un echantillon biologique (par exemple un 
fluide biologique tel que le serum, les lymphocytes du sang circulant) obtenu a partir d'un patient a I'etude, et comprend 
principalement les etapes suivantes : 

- une etape d'extraction de I'acide nucleique a detecter appartenant au genome du virus du type HIV-1 et/ou HIV-2 
et/ou SIV eventuellement present dans I'echantillon biologique sus-mentionne, et.le cas echeant, une etape de trai- 
tement a I'aide d'une transcriptase inverse dudit acide nucleique si ce dernier est sous forme d'ARN afin d'obtenir 
un acide nucleique double brin (cette derniere etape etant encore designee ci-dessous par etape de retro-trans- 
cription de I'ARN viral), 
un cycle comprenant les etapes suivantes : 

denaturation de I'acide nucleique double brin a detecter , ce qui conduit a la formation d'un acide nucleique 
simple brin, 

hybridation de chacun des brins d'acide nucleique, obtenus lors de l'etape de denaturation precedente, avec 
au moins une amorce selon I'invention, par mise en contact des brins sus-mentionnes avec au moins un cou- 
ple d'amorces selon I'invention dans les conditions d'hybridation definies ci-dessous, 

formation a partir des amorces des ADN complementaires aux brins sur lesquels elles sont hybridees en pre- 
sence d'un agent de polymerisation (ADN polymerase) et de quatre nucleosides triphosphate (dNTP) diffe- 
rents, ce qui conduit a la formation d'un plus grand nombre d'acides nucleiques double brin a detecter qu'a 
I'etape de denaturation precedente, 

ce cycle etant repete un nombre de fois determine pour obtenir ladite sequence nucleique a detecter eventuelle- 
ment presente dans I'echantillon biologique dans une proportion suffisante pour permettre sa detection, 

- une etape de detection de la presence eventuelle de I'acide nucleique appartenant au genome du virus du type 
HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SIV dans I'echantillon biologique. 

L'etape d'hybridation decrite ci-dessus est avantageusement realisee a 60°C pendant 1 minute 30 secondes dans 
le tampon "10 X buffer" dont la composition (en concentration finale d'utilisation) est indiquee ci-dessous. 

La methode de diagnostic in vitro de I'invention peut etre realisee soit a partir de I'ARN viral, soit a partir de I'ADN 
complementaire, episomial ou integre. 

En effet, les genomes des virus HIV et SIV se presented sous forme d'ARN ou d'ADN en fonction de la localisation 
du virus dans I'organisme. 

Lorsque le virus est situe a linterieur des cellules de I'organisme, notamment a I'interieur des cellules sanguines, 
son ARN est recopie en ADN par une transcriptase inverse. En revanche, le genome des virus du type HIV en milieu 
extracellulaire, notamment dans le sang, demeure sous forme d'ARN. 

L'etape d'extraction selon I'invention de I'ADN viral contenu dans les cellules de I'echantillon biologique preconisee 
par les inventeurs - outre la methode classique au phenol chloroforme - presente les etapes suivantes : 

suspension du culot cellulaire dans 0,5 ml d'eau pyrolisee dans un Potter gros piston, 
broyage des cellules dit par "aller et retour", 
adjonction Triton X100 pour 1 concentration finale de 0,1 %, 
denaturation a la chaleur durant 1 5 a 25 minutes a 1 00°C, 
centrifugation courte pour n'eliminer que les debris cellulaires, 

precipitation de I'ADN durant la nuit a -20°C par adjonction de 2,5 volumes d'ethanol absolu et de 1 0 % du volume 
final d'acetate de sodium 3 Molaires. L'ADN est ensuite recupere puis resuspendu dans I'eau pyrolysee apres avoir 
55 ete lave 2 fois par de I'ethanol a 70°. II est a noter que cette methode permet la precipitation conjointe des ADN et 
des ARN, ce qui autorise la detection du message genomique des virus de types HIV ou SIV par utilisation de la 
methode dite "PCR directe ADN" ou par celle dite de "PCR-ARN". 

L'etape d'extraction de I'ARN viral est generalement effectuee de maniere classique connue de I'homme de I* Art. 
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Apres extraction de I'ARN. une etape supplemental de transformation de I'ARN, monobrin en ADN double brin 
est necessaire a effectuer lorsque 1e diagnostic in vitro de I'invention est realise & partir d'echantillons biologiques con- 
tenant les virus du type HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SIV dont les genomes sont sous forme d'ARN. 

Cette transformation de I'ARN en ADN est realisee par traitement de I'ARN obtenu apres extraction de I'echantillon 
bioloqique, notamment du serum, dans un milieu approprie a I'aide d'une transcriptase inverse. 

L'invention a plus particulierement entre autres pour objet une methode de diagnostic in vitro telle que definie ci- 
dessus, dans laquelle I'etape de retro-transcription de I'ARN viral est realisee de la maniere suivante : 

- 1 0 ng d'ARN extrait resuspendu dans de I'eau est mis en presence du couple d'amorces a la concentration de 40 
(iM chacun, dans un volume final de 40 fil. L'ensemble est denature a 100°C durant 10 minutes puis plonge dans 
de I'eau glacee, 

- Ton rajoute 10 \x\ du melange suivant : 5 jul du tampon "10 X buffer" decrit ci-dessous + 1 unite de reverse-trans- 
criptase (d'AMV (Avian Myeloblastosis Virus) ou de MuMLV (Moloney Leukemia Virus)) + 1 unite de Tag-polyme- 
rase + 1 ^l du melange des 4 dNTP a 25 mM chacun + de I'eau Q.S.R 10 Le volume final est done de 50 (il. 

Gette reaction s'effectue en deux etapes : 

- a) lere etape : fabrication de I'ADNc par action de la reverse transcriptase a 42°C durant 1 3 minutes, 

- b) 2eme etape : amplification genique classique: on chauffe a 95°C durant 3 minutes pour detruire la reverse-trans- 
criptase et permettre I'etape de deshybridation/hybridation, puis on demarre le cycle decrit precedemment pour 
('amplification genique. 

L'invention a plus particulierement pour objet une methode de diagnostic in vitro telle que decrite ci-dessus, dans 
laquelle I'etape de denaturation est realisee en presence du (ou des) couple(s) d'amorces (ou de primers) de l'inven- 
tion. En effet, comme il a ete precise ci-dessus, une des caracteristiques des oligonucleotides (ou primers), de l'inven- 
tion est de donner une bande d'amplification nette, depourvue generalement de bandes aspecifiques, lorsqu'ils sont 
utilises dans les conditions qui suivent : 

- hybridation : les primers (1jal d'une solution a 40 fxmolaire (40 (iM) de chaque primer) sont mis en presence de 
I'ADN-matrice (100 a 300 ng) pour la premiere etape de denaturation-reassociation ; on chauffe, durant 10 minutes 
a 100°C puis on plonge les tubes contenant ce melange d'ADN-matrice et de primers dans de I'eau contenant de 
la glace afin d'augmenter le taux de reassociation ADN-matrice/primers. Les primers doivent etre utilises a une 
concentration finale dans I'etape d'amplification qui suit de 0,8 uM chaque. 

- amplification : on ajoute au milieu precedent les 4 A dNTP chacun etant utilise a 0,5 ^molaire en solution finale (50 
\x\), et une unite de Taq-polymerase pour un milieu reactionnel de 50 (il ; cette etape est realisee dans un tampon 
d'amplification de la presente invention, generalement designe sous le nom de "10 X buffer" dont la composition 
(lorsqu'il est dilue au 1/10°) est la suivante : Tris-HCI, pH 8,9 : 50 mM ; (NH 4 ) 2 S0 4 : 15 mM ; MgCI2 : 5 mM ; p- 
mercapto-ethanol : 10 mM ; gelatine : 0,25 mg/ml. On additionne 5 (il de ce tampon et de I'eau q.s.p. 50 fil au milieu 
precedent. 

Les cycles d'amplification sont realises de la maniere suivante : 30 a 40 cycles composes de : 

94°C durant 1 0 secondes (denaturation), 
60°C durant 1 minute 30 (hybridation), 
78°C durant 1 minute 30 (elongation). 

Le tout sera suivi par un cycle unique a 78°C durant 15 minutes. 

La precision des temperatures indiquees a ± 0,3°C pres. ainsi que leur stabilite durant les differents cycles, repre- 
sented des conditions essentielles pour I'obtention des rendements maximum ainsi que ('absence de bandes aspeci- 
fiques. 

La concentration optimale d'ADN est de 100 a 300 ng pour de I'ADN genomique extrait de cellules (de patients ou 
en culture, de mammiferes ou autres). 

II va de soi que les conditions qui precedent represented des conditions optimales pour un milieu reactionnel final 
de 50 (il, et que ces conditions peuvent etre modif iees en fonction du volume final du milieu reactionnel. 

Utilisation de plusieurs couples d'amorces differents (ou coktails de couples) de I'invention permet soit.la detec- 
tion croisee de plusieurs types de virus du type HIV et/ou SIV, soit la detection simultanee de plusieurs genes d'un 
meme virus du type HIV et/ou SIV. 

A titre d'exemple de couples d'amorces preferes utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut citer les 
couples d'amorces suivants : 
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- MMy1-MMy4, MMy2-MMy4, MMy1-MMy3, MMy18-MMy19, MMy4bis-MMy28bis, MMy28-MMy29bis, MMy29- 
MMy30bis, MMy31 -MMy32bis, notamment pour le diagnostic in vitro de I'infection d'un individu par HIV-1 et/ou HIV- 
2 

- MMy5-MMy8, MMy6-MMy8, MMy7-MMy8, MMy5-MMy7bis, MMy6-MMy7bis, MMy9-MMy1 1, MMy10-My11, 
MMy9-MMy10bis, MMy26-MMy5bis, MMy8bis-MMy9bis, MMy8bis-MMy89, MMy89bis-MMy9bis, MMy15-MMy17' 
MMy15-MMy16bis, MMy16-MMy17, MMy25-MMy27, MMy26-MMy27, notamment pour le diagnostic in vitro de 
I'infection d'un individu par HIV-1 , 

- MMy20-MMy22, MMy20-MMy21biS, MMy21 -MMy22, MMy23-MMy24, MMy12-MMy1 4, MMy12-MMy13bis, pour le 
diagnostic in vitro de I'infection d'un individu par HIV-2. 

L'agent de polymerisation utilise dans I'etape d'elongation du cycle est une ADN polymerase thermostable, notam- 
ment la Taq polymerase, I'amplifiose de la firme Appligene ou toute ADN-polymerase thermostable pouvant etre com- 
mercialisee. 

D'une maniere generate, le cycle de la methode de diagnostic in vitro de invention est repete entre 30 et 40 fois. 

La methode de diagnostic in vitro de I'invention permet egalement, en fonction des couples d'amorces nucleotidi- 
ques utilises, de detecter selectivement les genes des virus du type HIV et/ou SIV presents dans I'echantillon biologi- 
que. 

Les couples d'amorces utilisables, a titre d'exemples, pour la methode de diagnostic gene par gene sus-mention- 
nee de I'invention, sont les suivants : 

- MMy1 -MMy4, MMy2-MMy4, MMy1 -MMy3, MMy4bis-MMy28bis pour le gene gag, 
MMy1 8-MMy 19 pour le gene vpr, 

- MMy5-MMy8, MMy6-MMy8, MMy7-MMy8 t MMy5-MMy7bis, MMy6-MMy7bis, MMy26-MMy5bis, MMy8bis- 
MMy9bis, MMy8bis-MMy89, MMy89bis-MMy9bis pour le gene env f 

MMy9-MMy11, MMy9-MMy10bis, MMy10-MMy1 1 pour le gene nefl, 
MMy15-MMy17, MMy15-MMy16bis, MMy1 6-MMy1 7, pour le gene vif 1 , 
MMy20-MMy22, MMy20-MMy21bis, MMy21 -MMy22 pour vif 2, 
MMy23-MMy24 pour vpx, 

MMy12-MMy14, MMy12-MMy13bis, MMy13-MMy14 pour nef2, 
MMy25-MMy27, MMY26-MMy27 pour le gene vpu, 

- MMy28-MMy29bis, MMy29-MMy30bis, MMy30-MMy31bis, MMy31-MMy32bis pour le gene pol. 

Toutefois, les combinaisons entre primers "S" et "AS" decrites ci-dessus ne sont par limitatives et peuvent etre 
variees selon le desir de I'utilisateur. 

Les tallies des fragments nucleotidiques synthetises a I'aide des couples d'amorces sus-mentionnes a titre d'exem- 
ples, sont indiquees sur les tableaux I a XI suivants : 

(les chiffres indiques dans les tableaux ci-dessous represented le nombre de nucleotides des fragments synthetises, 
et les "tirets" indiquent que les couples d'amorces testes ne permettent pas de caracteriser les souches virales corres- 
pondantes). 



Tableau I 





gag 




gag 




MMy1-MMy3 


MMy1-MMy4 


MMy2-MMy4 


MMy4bis-MMy28bis 


HIV1-BRU 


265 


750 


532 


671 


HIV1-MAL 


282 


785 


556 


671 


HIV1-ELI 


265 


750 


538 


674 


HIV2-ROD 


354 


845 


544 


663 


SIV 


343 


844 


r 544 


668 
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Tableau II 



10 





env 


env 




MMy5-MMy7bis 


MMy5-MMy8 


MMy6-MMy7bis 


MMy6-MMy8 


HIV1-BRU 


480 


953 


330 


803 


HIV1-MAL 


471 


944 


321 


794 


HIV1-ELI 


471 


941 


321 


791 


HIV2-ROD 










SIV 











15 



20 



25 



Tableau i 







env 


env 




MMy7-MMy8 


MMy26-MMy5bis 


MMy8bis-MMy9bis 


HIV1-BRU 


498 


691 


1038 


HIV1-MAL 


498 


691 


1041 


HIV1-ELI 


495 


679 


1038 


HIV2-ROD 








SIV 
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Tableau IV 







env 


env 






MMy8bis-MMy89 


MMy89bis-MMy9bis 




HIV1-BRU 


411 


646 


35 


HIV1-MAL 


411 : 


649 




HIV1-ELI 


411 


646 




HIV2-ROD 






40 


SIV 







Tableau V 



45 



50 





nefl 


nefl 




MMy9-MMy10bis 


MMy9-MMy1 1 


MMy10-MMy11 


HIV1-BRU 


293 


660 


388 


HIV1-MAL 


302 


660 


388 


HIV1-ELI 


296 


663 


388 


HIV2-ROD 








SIV 









55 
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Tableau VI 





nef2 


nef2 




MMy12-MMy13bis 


MMy12-MMy14 


MMy13-MMy14 


HIV1-BRU 


- 


- 


- 


HIV1-MAL 






- 


HIV1-ELI 








HIV2-ROD 


400 


792 


415 


SIV 


400 


755 


378 



Tableau VII 





vifl 




vifl 




MMy15-MMy16bis 


MMy15-MMy17 


MMy16-MMy17 


HIV1-BRU 


333 


603 


. 293 


HIV1-MAL 


333 


603 


293 


HIV1-ELI 


333 


603 


293 


HIV2-ROD 








SIV 









Tableau VIII 





vpr 


vif2 




MMy18-MMy19 


MMy20-MMy21bis 


MMy20-MMy22 


HIV1-BRU 


281 






HIV1-MAL 


281 






HIV1-ELI 


281 






HIV2-ROD 


319 


352 


659 


SIV 


308 


352 


656 



Tableau IX 





vif2 


vpx 




MMy21-MMy22 


MMy23-MMy24 


HIV1-BRU 






HIV1-MAL 






HIV1-ELI 






HIV2-ROD 


329 


329 


SIV 


326 


329 
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Tableau X 





vpu 


pol 




MMy25-MMy27 


MMy26-MMy27 


MMy28-MMy29bis 


HIV1-BRU 


263 


104 


623 


HIV1-MAL 


263 


101 


584 


HIV1-ELI 


263 


101 


584 


HIV2-ROD 






666 


SIV 






712 



Tableau XI 





pol 


pol 




MMy29-MMy30bis 


MMy30-MMy31bis 


MMy31-MMy32bis 


HIV1-BRU 


742 


869 


826 


HIV1-MAL 


742 


869 


826 


HIV1-ELI 


742 


869 


826 


HIV2-ROD 


742 


866 


826 


SIV 


742 


866 


826 



30 II est a noter que grace a leur disposition sur le genome, les primers servant a ['amplification peuvent etre combines 
de telle fagon qu'ils peuvent etre utilises comme sonde, soit apres marquage au 32 p par kination, soit pour ('utilisation 
dans la technique des sondes froides pour verifier la specificite de la bande d'amplification observee lors d'une analyse 
par "Southern transfert". En plus de la combinaison classique des amorces pour qu'un troisieme oligonucleotide puisse 
servir de sonde interne specifique, il est a noter le cas particulier des genes vif1/vpr et vif2/vpx du au chevauchement 

35 de ces genes, ce qui permet une detection croisee. En outre, lors d'une analyse par sequengage de I'ADN amplifie, ces 
oligonucleotides peuvent etre utilises comme amorce specifique pour la DNA-polymerase permettant un double 
sequengage dans chaque sens, done une double lecture des sequences, levant ainsi des ambiguites eventuelles 
d'interpretation. 

L'invention a egalement pour objet les amorces, telles que definies ci-dessus, marquees, notamment de maniere 
40 radioactive ou enzymatique, ainsi que leur utilisation en tant que sondes nucleotidiques, notamment dans le cadre de 
la methode de diagnostic in vitro telle que decrite ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet des oligonucleotides tels que decrits ci-dessus et comportant des sucres en 
conformation a. De tels oligonucleotides presentent la caracteristique d'inverser le sens de la double helice formee 
avec la matrice (brin du genome du virus), cette double helice passant ainsi de I'etat "S" a I'etat "-AS". 
45 L'invention concerne aussi les oligonucleotides decrits ci-dessus dont certains nucleotides sont methyles et/ou 
comportent un ou plusieurs atomes de soufre notamment sur les adenines. De tels oligonucleotides presentent la 
caracteristique d'augmenter la stabilite de la double helice, et par consequent de mieux s'hybrider avec le brin d'ADN 
a amplifier. 

L'invention concerne egalement les oligonucleotides tels que decrits ci-dessus et se presentant sous la forme dite 
so "de bases modif iees" comportant des nucleotides sur lesquels sont greffes de fagon covalente des agents chromopho- 
res (molecules aromatiques planes telles que I'acridine orange), notamment selon la methode decrite dans Particle de 
C. Helene paru dans "la Vie des Sciences", compte-rendus, serie generale, tome 4, n°1 , p. 17-37. De tels oligonucleo- 
tides presentent la caracteristique d'etre faciiement detectables, notamment par fluorescence. 

Les oligonucleotides de l'invention sont egalement utilisables pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic 
55 in vitro de I'infection de singes (macaque, singe de mangabeys ou singe vert) par le virus du type SIV, cette methode 
reprenant les principles caracteristiques de celle decrite ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet des kits de diagnostic pour la mise en oeuvre des methodes de diagnostic in 
vitro sus-mentionnees. A titre d'exemple, un kit de diagnostic de la presente invention comprend : 



EP 0 806 484 A2 



au moins un couple d'amorces oligonucleotidiques selon I'invention, chaque couple comprenant une amorce 
s'hybridant a Tun des brins de la sequence d'acide nucleique a detecter, et une amorce s'hybridant avec le brin 
complementaire de ce dernier dans les conditions definies ci-dessus, 

des reactifs appropries a la mise en oeuvre du cycle d'operations d'amplif ication, notamment de I'ADN polymerase, 
s et quatre nucleotides triphosphate differents, et le milieu reactionnel denomme "10 X buffer" decrit ci-dessus. 

une (ou plusieurs) sonde pouvant etre marquee, notamment par radioactivite ou par la technique des sondes froi- 
des, capable de s'hybrider specif iquement avec la (ou les) sequence(s) d'acides nucleiques amplif iee(s) a detecter. 

L'invention concerne aussi I'utiiisation des amorces de I'invention indiquees ci-dessus pour la mise en oeuvre d'un 
10 procede de synthese de proteines codees par les sequences nucleotidiques amplif iees a I'aide de ces amorces. 

A titre illustratif, ce procede de synthese de proteines comprend I'amplification de sequences nucleotidiques des 
genomes des virus du type HIV ou SIV (codant pour une proteine determinee et ayant subi, le cas echant, certaines 
modifications de leurs nucleotides) par mise en contact desdites sequences avec au moins un couple d'amorces selon 
I'invention dans les conditions decrites ci-dessus, suivie de la traduction de ces sequences ainsi amplifiees en protei- 
15 nes ; cette derniere etape est realisee notamment par transformation de cellules hotes appropiees a I'aide de vecteurs 
contenant lesdites sequences amplifiees, et recuperation des proteines produites dans ces cellules hotes. 

L'invention concerne egalement les polypeptides issus de la traduction des sequences (ou amorces) nucleotidi- 
ques de l'invention. 

L'invention a egalement pour objet I'utiiisation des amorces oligonucleotidiques anti-sens en tant qu'agents antivi- 

20 raux en general, notamment dans la lutte contre le SIDA, ainsi que des compositions pharmaceutiques contenant ces 
amorces anti-sens en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention concerne egalement les compositions immunogenes comprenant un ou plusieurs produits de traduc- 
tion des sequences nucleotidiques selon l'invention, et/ou un ou plusieurs produits de traduction des sequences 
nucleotidiques amplifiees selon les procedes decrits ci-dessus a partir des amorces definies selon I'invention, ces pro- 

25 duits de traduction etant associes a un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention concerne les anticorps diriges contre I'un ou plusieurs des produits de traduction decrits ci-dessus (ou 
en d'autres termes, susceptibles de former une reaction immunologique avec un ou plusieurs produits de traduction des 
sequences nucleotidiques selon I'invention, ou encore un ou plusieurs produits de traduction des sequences nucleoti- 
diques amplifiees a partir des amorces definies selon l'invention) et leur utilisation pour la mise en oeuvre de methodes 

30 de diagnostic in vitro de llnfection d'un individu par un virus du type HIV-1 et/ou HIV-2, ou d'un animal par au moins I'un 
des trois virus (HIV-1 , HIV-2, SIV) selon les procedes connus de I'homme de I'Art. 

A titre illustratif, une telle methode de diagnostic in vitro selon ['invention comprend la mise en contact d'un echan- 
tillon biologique (notamment de serum) preleve chez un patient a I'etude, avec des anticorps selon l'invention, et la 
detection a I'aide de tout procede approprie (notamment a I'aide d'anti-immunoglobulines marquees) des complexes 

35 immunologiques formes entre les antigenes des virus du type HIV ou SIV eventuellement presents dans I'echantillon 
biologique et lesdits anticorps. 

L'invention a egalement pour objet des kits de diagnostic in vitro comprenant des anticorps selon l'invention et, le 
cas echeant, des reactifs appropries a la mise en evidence de la reaction immunologique formee entre lesdits anticorps 
et les antigenes des virus HIV ou SIV 

40 L'invention vise egalement un procede de preparation des polypeptides mentionnes ci-dessus, notamment ceux 
correspondant selon le code genetique universel aux sequences (ou amorces) nculeotidiques decrites ci-dessus, ce 
procede etant caracterise en ce que, partant de preference de I'aminoacide C-terminal, Ton condense successivement 
deux a deux les aminoacyles successifs dans I'ordre requis, ou des aminoacyles et des fragments prealablement for- 
mes et contenant deja plusieurs residus aminoacyles dans I'ordre approprie, ou encore plusieurs fragments prealable- 

45 ment ainsi prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de proteger au prealable toutes les fonctions reactives portees 
par ces aminoacyles ou fragment a I'exception des fonctions amine de I'un et carboxyle de I'autre ou vice-versa, qui doi- 
vent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques, notamment apres activation de la fonction car- 
boxyle, selon les methodes connues dans la synthese des peptides et ainsi de suite, de proche en proche, jusqu'a 
I'acide amine N-terminal. 

so Par exemple, on aura recours a la technique de synthese peptidique en solution homogene decrite par Hou- 
benweyl dans "Meuthode der Organischen Chemie" (Methode de la Chimie Organique) edite par E. Wunsch, vol. 15-1 
et II, THIEME, STUTTGART, 1974, ou a celle de synthese peptidique en phase solide decrite par R.D. Merrifield dans 
"Solid Phase Peptide Synthesis" (J. AM. CHEM. SOC, 45, 2149-2154). 

L'invention concerne egalement un procede de preparation des sequences (ou amorces) nucleotidiques decrites 

55 ci-dessus, ce procede comprenant les etapes suivantes : 

incubation de I'ADN genomique, isole a partir d'un des virus du type HIV ou SIV sus-mentionnes, avec de I'ADNase 
I, puis addition d'EDTA et purification par extraction au melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/ 1) 
puis par Tether, 
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traitement de I'ADN ainsi extrait par de I' Eco R1 methylase en presence de DTT, et purification par extraction telle 
que decrite ci-dessus, 

incubation de I'ADN ainsi purifie avec les 4 desoxynucleotides triphosphates dATR dCTR dGTP, et dTTP en pre- 
sence de T4 ADN polymerase et d'ADN ligase de E. coli . puis purification selon la methode decrite ci-dessus, 
le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de I'acide nucleique 
recherche a I'aide d'une sonde appropriee. 

Un procede de preparation particulierement avantageux des sequences nucleotidiques de invention comprend les 
etapes suivantes : 

la synthese d'ADN en utilisant la methode automatisee des p-cyanethyl phosphoramidite decrite dans Bioorganic 
Chemistry 4;. 274-325 (1986), 

le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de I'acide nucleique 
par hybridation avec une sonde appropriee. 

Un autre procede de preparation des sequences nucleotidiques de invention comprend les etapes suivantes : 

I'assemblage d'oligonucleotides synthetises chimiquement, pourvus a leurs extremites de sites de restriction diffe- 
rents, dont les sequences sont compatibles avec I'enchainement en acides amines du polypeptide nature! selon le 
principe decrit dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80; 7461-7465, (1983), 

le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de I'acide nucleique 
recherche par hybridation avec une sonde appropriee. . 

Revendications 

1 . Oligonucleotide utilisable en tant qu'amorce pour I'amplification de sequences d'acide nucleique, caracterise en ce 
que sa sequence est choisie parmi les sequences conservees et specif iques des genes gag , vpr, pol ou vpu des 
virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai, et HIV-1 Eli HIV-2 ROD et SIV MAC, ou dans les genes nef2, yjf2 et y£x des virus HI V- 
2 ROD et SIV MAC, ou parmi les sequences complementaires de ces dernieres. 

2. Oligonucleotide selon la revendtcation 1, caracterise en ce qu'il contient une sequence conservee et specif ique 
d'un gene choisi parmi les genes gag, vgr, pol ou ypu des virus HIV-1 Bru, ou HIV-1 Mai, ou HIV-1 , Eli HIV-2 ROD 
et SIV MAC ou dans les genes nef2, yjf2 et ygx des virus HIV-2 ROD et SIV MAC et des nucleotides supplemen- 
taires, ou contient une sequence nucleotidique complementaire de Tune de ces dernieres sequences, etant 
entendu que les nucleotides supplementaires eventuels qui "debordent" la sequence nucleotidique conservee spe- 
cifique du gene en question, du cote des extremites 3' ou 5', coincident de preference avec ceux qui se trouvent 
places en dega des extremites 3' ou 5' correspondant au sein meme de la sequence complete des genes des virus 
du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV susmentionnes. 

3. Oligonucleotide caracterise en ce que sa sequence est modifiee par rapport a la sequence nucleotidique d'un oli- 
gonucleotide selon la revendtcation 1 ou 2, et en ce qu'elle s'hybride, a une temperature de 60°C ± 1°C susdites, 
avec ledit oligonucleotide selon la revendication 1 ou 2. 

4. Sequences selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, contenues dans le gene gag des virus HIV-1 Bru, HIV- 
1 Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchamements nucleotidiques 
suivants : 
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15 



MMyl: TGG CGC CCG AAC AGG GAC 

T 

S, 636-653, 635-652, 636-653, 859-876, 834-851 
MMy2 : GGC CAG GGG GAA AGA AAA A 

... .C. .C 

A 

S,854-872, 864-888, 848-872, 1160-1184, 1124 
1148 

MMy3 : TGC CCA TAC AAA ATG TTT TA 

C T T 

AS, 900-881, 916-897, 900-881, 1212-1193,1176 
so 1157 

MMy4 : TGC ATG GCT GCT TGA TG 

A C . .G . . 

25 AS, 1385-1369, 1419-1403, 1385-1369, 1703- 

1687, 1667-1651 
MMy4B: CTT TGC ATG GCT GCT TGA TG 

. .C A C 

AS, 1388-1369, 1421-1403, 1388-1369, 1706-1687, 
1670-1651, 
MMy4Bbis: CAT CAA GCA GCC ATG CAA AG 

. .C . .G T G 

S, 1369-1388, 1403-1421, 1369-1388, 
1687-1706, 1651-1670, 
MMy2 8 : AGG GCT GTT GGA AAT GTG G 

G 

S, 2021-2039, 2055-2073, 2024-2042, 2329-2349, 
2299-2318, 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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MMy2 8bis : CCA CAT TTC CAG CAT CCC T 



AS, 2039-2021, 2073-2055, 2042-2024, 2349-2329, 
2318-2299. 

10 



5. Sequences selon Tune quelconquedes revendications 1 a 3, contenues dans le gene v^rdes virus HIV-1 Bru, HIV- 
15 1 Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchain ements nucleotidiques 

suivants : 

MMyl8 : GAT AGA TGG AAC AAG CCC CAG 
20 S, 5590-5610, 5585-5605, 5554-5574, 6233- 

6296, 6147-6170, 
MMyl 9 : TCC ATT TCT TGC TCT CCT CTG T 
& AS, 5870-5849, 5865-5844, 5834-5813, 6551- 

6531, 6454-6431. 

30 

6. Sequences selon I'unequelconquedes revendications 1 a 3, contenues dans legene pddes virus HIV-1 Bru, HIV- 
1 Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchatnements nucleotidiques 
suivants : 

15 

MMy29: TAA AGC CAG GAA TGG ATG GCC CAA 
A. ... 

S, 2620-2643, 2615-2638, 2584-2607, 2971- 
40 2994, 2887-3010 

MMy2 9 bis : TTG GGC CAT CCA TTC CTG GCT TTA 

... . T 

45 AS, 2643-2620, 2638-2615, 2607-2584, 2994- 

2971, 3010-2887, 
MMy30: TGG ACT GTC AAT GAC ATA CAG AA 
50 t 

S, 3339-3361, 3334-3356, 3303-3325, 3690- 
3712, 3606-3628, 



55 
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MMy30bis : TTC TGT ATG TCA TTG ACA GTC CA 

T ... ... 

5 AS, 3361-3339, 3356-3334, 3325-3303, 3712- 

3690, 3628-3606, 
MMy31: CAT GGG TAC CAG CAC ACA AAG G 
10 s, 4186-4207, 4181-4202, 4150-4171, 4534- 

4555, 4450-4471, 
MMy31bis :CCT TTG TGT GCT GGT ACC CAT G 
15 AS, 4207-4186, 4202-4181, 4171-4150, 4555- 

4534, 4471-4450 
MMy32: TGG AAA GGT GAA GGG GCA GT 

2" A 

S, 4992-5011, 4987-5006, 4956-4975, " 5340- 
5359, 5256-5275, 
25 MMy32bis: ACT GCC CCT TCA CCT TTC CA 

T . 

C 

so AS, 5011-4992, 5006-4987, 4975-4956, 5359- 

5340, 5275-5256. 



35 

7. Sequences selon I'unequelconquedes revendications 1 a 3, contenues dans le gene vpjj des virus HIV-1 Bru, HIV- 
1 Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchaTnements nucleotidiques 
suivants : 

40 MMy25 : GTA AGT AGT ACA TGT AAT GCA ACC T 

S, 6081-6105, 6076-6100, 6045-6069, 
MMy2 6 : AGC AGA AGA CAG TGG CCA TGA GAG 
45 S, 6240-6263, 6238-6261, 6207-6230, 

MMy27 : ACT ACA GAT CAT CAA TAT CCC AA 

AS, 6343-6321, 6338-6316, 6307-6285. 

50 

8. Sequences selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, contenues dans le gene nef2 des virus HIV-2 ROD et 
SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchaTnements nucleotidiques suivants : 

55 
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MMyl2 : AGA GAC TCT TGC GGG CGC GTG 

S, 9165-9185, 9139-9159, 
MMyl3 : ATA TAC TTA GAA AAG GAA GAA GG 

S, 9542-9564, 9516-9538, 
MMyl3bis: CCT TCT TCC TTT TCT AAG TAT AT 

AS, 9564-9542, 9538-9516, 
MMyl4 : AGC TGA GAC AGC AGG GAC TTT CCA 

AS, 9956-9933, 9893-9870. 

9. Sequences selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, contenues dans le gene yjf2 des virus HIV-2 ROD et 
SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchaTnements nucleotidiques suivants : 

MMy20 : TAT GGA GGA GGA AAA GAG ATG GAT AGT 

S, 5424-5450, 5340-5366, 
. MMy21 : TAG CAC TTA TTT CCC TTG CTT T • 

S, 5754-5775, 5670-5691, 
MMy21bis: AAA GCA AGG GAA ATA AGT GCT A 

AS, 5775-5754, 5691-5670, 
MMy22 : CCC TTG TTC ATC ATG CCA GTA T 

AS, 6082-6061, 5995-5974. 



10. Sequences selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, contenues dans le gene vp_x des virus HIV-2 ROD et 
SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchaTnements nucleotidiques suivants : 

MMy2 3 : ATG TCA GAT CCC AGG GAG A 

S, 5900-5918, 5813-5831, 
MMy24 : CCT GGA GGG GGA GGA GGA GGA 

AS, 6228-6208, 6141,6121. 



11. Proceded'amplification geniquede sequences nucleiquesde virus du type HIV-1, HIV-2 ou SIV realise a partird'un 
echantillon biologique, ce procede comprenant principalement les etapes suivantes : 

une etape d'extraction de I'acide nucleique a detecter appartenant au genome du virus du type HIV-1 , HIV-2 
ou SIV, eventuellement present dans I'echantillon bioloqique susmentionne, et, le cas echeant, une etape de 
traitement a laide d'une transcriptase inverse dudit acide nucleique si ce dernier est sous forme d'ARN, 
un cycle comprenant les etapes suivantes : 
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denaturation de I'acide nucleique double brin a detecter, ce qui conduit a la formation d'un acide nucleique 
simple brin, 

hybridation de chacun des brins d'acide nucleique, obtenus lors de I'etape de denaturation precedente, 
avec au moins un oligonucleotide utilise comme amorce, selon Tune des revendications 1 a 10, par mise 
s en contact des brins susmentionnes avec au moins un couple d'amorces susmentionnees, 

formation a partir des amorces des ADN complementaires aux brins sur lesquels elles sont hybridees en 
presence d'une ADN polymerase et de quatre nucleosides triphosphate (dNTP) differents, ce qui conduit 
a la formation d'un plus grand nombre d'acides nucleiques double brin a detecter qu'a I'etape de denatu- 
ration precedente, 

10 

ce cycle etant repete un nombre de fois determine pour obtenir ladite sequence nucleique a detecter eventuel- 
lement presente dans I'echantillon bioiogique dans une proportion suff isante pour permettre sa detection, 
une etape de detection de la presence eventuelle de I'acide nucleique appartenant au genome du virus du type 
HIV-1 , HIV-2 ou SIV dans I'echantillon bioiogique. 

15 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que I'etape d'extraction de I'ADN viral comprend les etapes 
suivantes : 

suspension du culot cellulaire dans 0,5 ml d'eau pyrolisee dans un Potter gros piston, 
20 broyage des cellules dit par "alier et retour", 

adjonction de Triton X100 pour 1 concentration finale de 0,1 %, 
denaturation a la chaleur durant 15 a 25 minutes a 100°C, 
centrifugation courte pour n'eliminer que les debris cellulaires, 

precipitation de I'ADN durant la nuit a -20°C par adjonction de 2,5 volumes d'ethanol absolu et de 10 % du 
25 volume final d'acetate de sodium 3 Molaires. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que I'etape de retro-transcription de I'ARN viral comprend les 
etapes suivantes : 

30 - 10 jug d'ARN extrait resuspendu dans de I'eau est mis en presence du couple d'amorces a la concentration de 
0,8 jiM chacun, dans un volume final de 40 |il, Tensemble est denature a 1 00°C durant 1 0 minutes puis plonge 
dans de I'eau glacee, 

I on rajoute 10 \x\ du melange suivant ; 5 ^l du tampon "10 X buffer" (comprenant lorsqu'il est dilue au 1/10° : 
Tis-HCI, pH = 8,9 : 50mM ; (NH 4 ) 2 S0 4 ;15mM; MgCI 2 ; 5 mM ; p-mercapto-ethanol : 10 mM ; gelatine : 0,25 
35 mg/ml) + 1 unite de reverse-transcriptase + 1 unite de Taq -polymerase + 1 \x\ du melange des 4 dNTP a 25 mM 

chacun + de I'eau Q.S.R 10 jml, la fabrication de I'ADNc se fait par action de la reverse transcriptase k 42°C 
durant 13 minutes, puis on chauffe a 95°C durant 3 minutes pour detruire la reverse-transcriptase. 

14. Procede selon Tune des revendications 1 1 a 13, caracterise en ce que I'etape de denaturation est realisee en pre- 
40 sence du (ou des) couple(s) d'amorces selon I'une quelconque des revendications 1 a 10. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il est realise dans les conditions suivantes : 

pour I'etape d'hybridation, les amorces (1 \x\ d'une solution a 40 jmmolaire de chaque amorce) sont mises en 
45 presence de I'ADN-matrice (100 a 300 ng) pour la premiere etape de denaturation-reassociation, puis on 

chauffe, durant 10 minutes a 100°C puis on plonge les tubes contenant ce melange d'ADN-matrice et d'amor- 
ces dans de I'eau contenant de la glaces les amorces etant utilisees a une concentration finale dans I'etape 
d'amplification qui suit de 0,8 juM chaque ; 

pour I'etape d'amplification, on ajoute au milieu precedent les 4 dNTP chacun etant utilise a 0,5 fimolaire en 
so solution finale (50 jjlI) . et une unite de Taq-polymerase pour un milieu reactionnel de 50 jlx I ; cette etape etant 

realisee dans le tampon d'amplification designe sous le nom de "10 X buffer" dont la composition est indiquee 
dans la revendication 14. 

16. Application du procede selon I'une quelconque des revendications 1 1 a 15 au diagnostic in vitro de I'infection d'un 
55 individu par un virus du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV ou d'un animal par un virus du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV. 

17. Procede d'expression de proteines codees par les sequences nucleotidiques du virus du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV, 
amplifiables au moyen des oligonucleotides selon I'une quelconque des revendications 1 a 10 comprenant les eta- 
pes de 
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mise en contact d'au moins un couple (^'oligonucleotides specifiques d'un gene choisi parmi les genes gag, 
eoL vql vpu, nef2, yjf2 ou vpx d'un retrovirus de type HIV-1 , HIV-2 ou SIV, ces oligonucleotides repondant a 
des sequences selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, avec des sequences nucleotidiques issues 
du genome d'un virus de type HIV-1, HIV-2 ou SIV, dans des conditions permettant I'hybridation de ces 
sequences avec les oligonucleotides, 

amplification des sequences nucleotidiques contenues dans des genes gag , pol , vpr, vpu , nef 2, yjf2 ou vpx de 
retrovirus de type HIV-1 , HIV-2 ou SIV, a partir des susdits oligonucleotides selon le procede de I'une quelcon- 
que des revendications 1 1 a 15, 

recuperation et traduction des sequences ainsi ampliftees pour obtenir de sequences de proteines. 

18. Compositions immunogenes comprenant un (ou plusieurs) produit(s) de traduction des oligonucleotides repondant 
aux sequences nucleiques selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, et/ou un (ou plusieurs) produit(s) de 
traduction des sequences nucleotidiques contenues dans I'un des genes gag, pol, vpr, vpu , nef2. yjf2 ou vpx de 
retrovirus du type HIV-1, HIV-2 ou SIV amplifies par le procede selon I'une des revendications 11 a 15, apres 
hybridation avec un couple d'oligonucleotides choisis parmi les oligonucleotides selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 1 0, specifiques d'un gene d'un virus du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV choisi parmi les genes gag, qqI, vpr, 
vpu, nef2, yjf2 ou vpx et/ou un (ou plusieurs) produit(s) d'expresston obtenus par le procede selon la revendication 
21. 

19. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode selon I'une des revendications 1 1 a 15 comprepant : 

au moins un couple d'amorces oligonucleotidiques selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, 
des reactifs appropries a la mise en oeuvre du cycle d'operations d'amplification, notamment de I'ADN poly- 
merase, et quatre nucleotides triphosphate differents, 
le tampon "10 X buffer" tel que decrit dans la revendication 9, 

une (ou plusieurs) sonde(s), pouvant etre marquee(s), capable(s) de s'hybrider avec la (ou les) sequence(s) 
d'actde nucleique amplif iee(s) a detecter. 

20. Composition pour le traitement de maladies virafes, notamment du SIDA, comprenant au moins une sequences 
nucleotidique anti-sens selon I'une des revendications 1 a 10 en association avec un vehicule pharmaceutique- 
ment acceptable. 

21 . Anticorps susceptibles de former une reaction immunologique avec les produits de traduction des oligonucleotides 
repondant aux sequences nucleiques selon I'une des revendications 1 a 10, et/ou un (ou plusieurs) produit(s) de 
traduction des sequences nucleotidiques contenues dans I'un des genes gag , pol . vpr. vpu , neJ2, vjf2 ou vpx de 
virus du type HIV-1, HIV-2 ou SIV amplifiees par la methode selon Tune quelconque des revendications 4 a 15 
apres hybridation avec un quelconque oligonucleotide choisi parmi les oligonucleotides selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 10, specifiques d'un gene d'un virus du type HIV-1 choisi parmi les genes gag, pol , vpr, vpu , 
nef2, vif2 ou vpx et/ou un (ou plusieurs produit(s) d'expresston obtenu(s) par le procede selon la revendication 17.. 

22. Methode de diagnostic in vitro de I'infection d'un individu ou d'un animal par un virus du type HIV-1, HIV-2 ou SIV 
comprenant la mise en contact d'un echantillon biologique (notamment de serum) preieve chez un patient a I'etude, 
avec des anticorps selon la revendication 21 , et la detection des complexes immunologiques formes entre les anti- 
genes des virus du type HIV-1, HIV-2 ou SIV eventuellement presents dans I'echantillon biologique et lesdits anti- 
corps. 

23. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode selon la revendication 22, comprenant des anticorps selon la revendica- 
tion 21 et, le cas echeant, des reactifs appropries pour la mise en evidence de la reaction immunologique formee 
entre lesdits anticorps et les antigenes des virus HIV-1, HIV-2 ou SIV 

24. Solution tampon ("10 x buffer") utilisable dans un procede d'amplification de sequences d'acide nucleique au 
moyen d'oligonucleotides selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il comprend, 
lorsqu'il est dilue en 1/10eme : 

- Tris - Hcl, pH 8,9 ; 50 mM, 

- (NH 4 ) 2 S0 4 ; 15 mM, 
MgCI 2 ; 5 mM 

(3-mercapto-ethanol ; 10 mM 
gelatine ; 0,25 mg/ml. 



